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(57) Abstract 

In a process for detecting p53-specific antibodies in body fluids, p53 and/or fragments thereof having binding regions for 
p53-specific antibodies immobilised on a substrate are incubated with body fluids and the specific antibodies (a) bound to p53 
and/or its fragments are reacted with labelled antibodies (b) directed against the antibodies (1), or with unlabelled antibodies (b), 
then the tatter are reacted with marked antibodies (c) directed against the antibodies (b). All labelling is non radioactive. Also dis- 
closed are kits for carrying out this process, p53-fragments having binding regions for p53-specific antibodies, the DNA se- 
quences coding for said fragments, as well as a process for producing the same. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von p53-spezifischen Antikdrpern in KdrperflOssigkeiten, das dadurch 
gekennzeichnet ist, daft man TrSgermaterial-gebundenes p53 und/oder Bindungsregionen fur p53-spezifische Antikdrper aufwei- 
sende Fragmente davon mit KdrperflOssigkeiten inkubiert und die spezifischen, an das p53 und/oder die Fragmente gebundenen 
Antikdrper (a), mit markierten, gegen die Antikdrper (a) gerichteten Antikdrpern (b), oder mit unmarkierten Antikdrpern (b) und 
letztere mit markierten, gegen die Antikdrper (b) gerichteten Antikdrpern (c) reagieren laBt, wobei die Markierung jeweils nicht- 
radioaktiv ist. Ferner betrifft die Erfindung hierfur verwendbare Kits. Desweiteren betrifft sie p53-Fragmente und die sie codie- 
renden DNA-Sequenzen, wobei die Fragmente Bindungsregionen fur p53-spezifische Antikdrper aufweisen und Verfahren zu ih- 
rer Herstellung. 
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Nachweisverf ahren fur p53-spezif ische Anti korper 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
p53-spezif ischen Antikorpern in Kbrperf liissigkeiten. Ferner 
betrifft sie einen hierfiir verwendbaren Kit. Desweiteren 
betrifft die Erfindung p53-Fragraente und die sie codierenden 
DNA-Sequenzen, wobei die Fragmente Bindungsregionen fiir 
p53-spezif ische Antikorper aufweisen, und Verfahren zu ihrer 
Herstellung . 

Es ist bekannt, da3 eukaryotische Zellen ein mit p53 
bezeichnetes Protein (p53) exprimieren. Dieses Protein ist 
in seiner Primarstruktur bekannt und weist 393 Aminosauren 
auf (vgl. Lamb, P. und Crawford, L.V., Mol. Cell* Biol., 
Band 6 (1986), 1379-1386 ). Bei vielen Tumorerkrankungen 
findet man eine erhohte Expression von p53 . Dies kann mit 
dem Vorliegen spezif ischer gegen p53 gerichteter Antikorper 
einhergehen. Zum Nachweis solcher Antikorper werden 
verschiedene Verfahren beschrieben. Beispielsweise werden 
p53-enthaltende Zellextrakte in vivo radioaktiv markiert und 
mit Patientenseren immunprazipitiert (vgl. de Fromentel, 
C.C. et al., Int. J. Cancer 39 (1987), 185-189). Auch werden 
Tragermaterialien mit gegen p53-ger ichteten Antikorpern 
beschichtet, hieran p53 aus Zellextrakten adsorbiert und 
Patientenseren hinzugegeben . Gebundene Ant i-p 5 3 -Antikorper 
werden mit Jod-gekoppeltem Protein A nachgewiesen (vgl. 
Crawford, L.V. et al., Mol. Biol. Med. 2 (1984), 261-272). 

In diesen Nachweisverf ahren werden radioaktive Substanzen 
verwendet. Dies bedeutet ein erhohtes Sicherheitsrisiko und 
damit eine eingeschrankte Verwendbarkeit , insbesondere in 
der Klinik. Auch ist die in vivo-Markierung von Zellen 
finanziell und arbeitstechnisch aufwendig und somit fiir 
groBere Testreihen nur bedingt geeignet. Desweiteren fiihrt 
die Verwendung von Zellextrakten vielfach zu unspezif ischer 
Ant ikorperbindung . 
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Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren zum Nachweis von p53-spezif ischen Antikorpern 
bereitzustellen, das nicht die angesprochenen Nachteile 
aufweist. 

Erf indungsgemaB wird dies in einem Verfahren erreicht, bei 
dem man Tragermaterial-gebundenes p53 und/oder Tragermate- 
rial-gebundene, Bindungsregionen fur p53-spezif ische Anti- 
korper aufweisende Fragmente davon rait Korperf liissigkeiten 
inkubiert und die spezifischen an das p53 und/oder die Frag- 
mente gebundenen Antikorper (a) 

mit markierten, gegen die Antikorper (a) gerichteten 

Antikorpern <b), 

Oder 

mit unmarkierten Antikorpern (b) und letztere mit 
markierten, gegen die Antikorper (b) gerichteten 
Antikorpern (c) reagieren lafit, wo bei die Markierung 
jeweils nicht-radioaktiv ist. 

Der Ausdruck "p53" umfafit ein p53-Protein mit Wildtyp- 
Sequenz. Ein solches kann aus Zellen, wie HepG2, isoliert 
werden (vgl. Knowles, B. et al., Science 209 (1990), 
497-499). P53 kann auch eine von der Wi ldtyp-Sequenz 
abweichende Sequenz haben. Eine solche kann Additonen, 
Deletionen und/oder Substitutionen von ein oder mehreren 
Aminosauren aufweisen. Ferner kann p53 Teil eines Fusions- 
proteins sein. Ein solches wie auch jedes andere p53 kann 
aus Zellen isoliert werden, die es nach Genmanipulat ion 
exprimieren. Solche Zellen umfassen prokaryotische und 
eukaryotische Zellen. Beispiele ersterer sind E. Coli- 
Stamme, wie BL21 (vgl. Studier, F.W. et al., Methods in 
Enzymology 185 (1990), 60-89), wahrend als letztere 
insbesondere Saugetier-, Hefe- und Insektenzellen zu 
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nennen sind. Unter Genmanipulation sind iibliche aus dem 
Stand der Technik bekannte Verfahren zu verstehen, mit denen 
Nukleinsauren bestinunter Sequenzen hergestellt, in Zellen 
eingefiihrt und eacprimiert werden. Der Fachmann kennt hierfur 
geeignete Materialmen, wie Vektoren, und Bedingungen (vgl."" 
z.B. Maniatis, T. et al., Cold Spring Harbor Laboratory, 
1982). 

Vorliegend wird eine p53-cDNA aus HepG2-Zellen (vgl. vorste- 
hend) in ublicher Weise revers transkribiert und in einem 
gangigen PCR-Verf ahren amplif iziert . Die cDNA wird in ihrer 
Sequenz mit publizierten Daten (z.B. EMBL-Genbank) vergli- 
chen und in den bekannten Vektor pet 3d inseriert, wodurch 
der rekombinante Vektor pet 92/2 erhalten wird. Dieser wird 
zur Expression von p53 in den Bakterienstanun BL21 (vgl. vor- 
stehend) transf ormiert . Eine p53-Induktion wird durch Zugabe 
von IPTG erreicht. Die Bakterien werden sedimentiert und 
nach Einfrieren und Auftauen einer Lysozym- und DNasel-Be- 
handlung unterzogen. Die Lysate werden mit Harnstof f losungen 
verschiedener Konzentrationen inkubiert und nach Zentrifuga- 
tion wird f reigesetztes p53 durch eine Polyacrylamid-Gelelek- 
trophorese und anschlieflender Elektroelution in reiner Form 
bereitgestellt . Der Fachmann kennt vorstehende Verfahren und 
hierzu notwendige Materialien und Bedingungen. 

Erf indungsgemaB werden p53-Fragmente bereitgestellt, die 
Bindungsregionen fur p53-spezif ische Antikorper enthalten. 
Diese Fragmente werden nachstehend mit p53-AKBR-Fragmente 
bezeichnet. Vorzugsweise umfassen die p53-AKBR-Fragmente 
die Aminosauren 1-241, 40-349, 40-393, 66-241, 66-393, 
237-349 und 237-393 sowie 9-33, 37-52 und 368-386 von p53 
(vgl . Figur 1) . 

Zur Herstellung von p53-AKBR-Fragmenten konnen mehrere 
Verfahren verwendet werden. Als giinstig hat sich ein Ver- 
fahren erwiesen, bei dem man iiber die Gesamtlange von p53 
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verteilt Fragmente konstruiert, wobei jeweils mindestens 
zwei Fragmente einen iiber lappenden Bereich aufweisen, die 
Fragmente mit einem p53-spezif ischen Antikbrper reagieren 
laBt und den uberlappenden, durch den Antikbrper gebundenen 
Bereich identif iziert und als p53-AKBR-Fragment bereitstellt - 
sowie dieses ggf . als Basis fur eine ein- oder mehrfache 
Wiederholung obigen Zyklus verwendet. 

Ausgangspunkt fur dieses Verfahren ist eine aus HepG2-Zellen 
erhaltene p53-cDNA (vgl. vorstehend) • Von dieser werden iiber 
die Gesamtlange der cDNA verteilt DNA-Fragrnente in einem 
gangigen PCR-Verf ahren amplif iziert , wobei jeweils minde- 
stens zwei Fragmente einen uberlappenden Bereich aufweisen. 
Die amplif izierten DNA-Fragrnente werden, wie vorstehend be- 
schrieben, in pet 3d inseriert und nach Transformation und 
IPTG-Induktion im Bakterienstamm BL21 exprimiert. Die er- 
haltenen p53~Fragmente werden, wie vorstehend fiir p53 
beschrieben, isoliert und einer Polyacrylamid-Gelelektro- 
phorese unterzogen. Dieser folgt eine Westernblot-Analyse, 
worin markierte, allgemein erhaltliche p53-spezif ische 
Antikbrper, z.B. Pab 240, zur Bindung an die p53-Fragmente 
eingesetzt werden. Durch Bindung eines dieser Antikbrper an 
zwei einen iiber lappenden Bereich aufweisende p53-Fragmente 
wird die Bindungsregion des Antikbrpers dem uberlappenden 
Bereich zugewiesen. Dieser Bereich wird als mit p53-AKBR 
bezeichnetes Fragment bereitgestellt . Hierfur wird. z*B* ein 
gangiges PCR-Verf ahren angewandt. Mit dem p53-AKBR-Fragment 
kann vorstehender Zyklus ein- oder mehrfach wiederholt 
werden, um die Bindungsregion des p53-spezif ischen Anti- 
kbrpers noch weiter einzugrenzen. Diese Bindungsregion kann 
bis auf wenige Aminosauren eingegrenzt werden. Die hierzu 
u.U. notwendigen kurzen p53-Fragmente kbnnen synthetisch 
hergestellt werden- Dem Fachmann sind die vorstehenden 
Verfahren und die zu ihrer Durchfiihrung notwendigen 
Materialien und Bedingungen bekannt . 
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Erf indungsgemafl werden auch die fur p53-AKBR-Fragmente co- 
dierenden DNA-Sequenzen bereitgestellt . Vorzugsweise umfas- 
sen diese DNA-Sequenzen die fur die Aminosauren 1-241, 
40-349, 40-393, 66-241, 66-393, 237-349 und 237-393 sowie 
9-33, 37-52 und 368-386 von p53 codierenden Nukleotide (vgl. 
Figur 2) . 

Erf indungsgemafi werden p53 und/oder p53-AKBR-Fragmente an 
ein Tragermaterial gebunden. Selbstverstandlich kann auch 
ein einzelnes p53-AKBR-Fragment oder dieses zusammen mit p53 
gebunden werden. Als Tragermaterial kann jegliches zur 
Bindung von Proteinen geeignetes Material, insbesondere 
Mikrotiterplatten, Rohrchen, Mikrokugeln und Ob jekttrager , 
verwendet werden. Bei sehr kleinen p53^-AKBR-Fragmenten, 
insbesondere Peptiden, ist es ratsam die Bindung an das 
Tragermaterial liber einen ublichen Carrier, z.B. BSA, 
erfolgen zu lassen. Eine solche Bindung wie auch eine ohne 
Carrier, kann nach ublichen Verfahren erzielt werden. Vorlie 
gend werden Mikrotiterplatten als Tragermaterial verwendet. 
Hierzu werden p53 und/oder p53-AKBR-Fragmente in Carbonatpuf 
fer auf genommen, verschieden verdunnt und in die Lb c her 
einer Mikrotiterplatte gegeben. Nach Inkubation iiber Nacht 
bei 4°C folgen mehrere Waschschritte in physiologfischem 
Puffer. Die Bindung von p53 und/oder der p53-AKBR-Fragmente 
ist stabil. 

Erf indungsgemaB werden gebundenes p53 und/oder gebundene 
p53-AKBR-Fragmente mit Korperf liissigkeiten inkubiert. Als 
solche sind samtliche Fliissigkeiten gemeint, die aus einem 
tierischen Korper, insbesondere einem Saugetier und ganz 
besonders einem Menschen erhalten werden konnen. Die Fliis- 
sigkeiten umf assen vorzugsweise Serum, Lymphe, Speichel und 
Urin. Ferner gehoren zu ihnen auch Fliissigkeiten, die aus 
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festen Geweben, wie Lunge, Gehirn und Knochenmark, sowie aus 
Tumoren, wie Colorektal-Karzinom und Hepatozell-Karzinom iso- 
liert werden konnen. Die Inkubation erfolgt nach iiblichen 
Verfahren. Vorliegend werden Seren von Patienten verschieden 
verdiinnt und gebundenem p53 und/oder gebundenen p53-AKBR- 
Fragmenten in der Mikrotiterplatte zugegeben. Nach 1-stiin- 
diger Inkubation bei 37°C folgen mehrere Waschschritte in 
physio log ischem Puffer. Die Bindung von spezifischen Anti- 
p53-Antikorpern ist stabil. 

Erf indungsgemaB werden solche gebundenen Antikorper 
(nachstehend mit Antikorper (a) bezeichnet) 

mit markierten, gegen die Antikorper (a) 

gerichteten Antikorpern (b), 

oder 

mit unmarkierten Antikorpern (b) und letztere mit 
markierten, gegen die Antikorper (b) gerichteten 
Antikorpern (c) umgesetzt. 

Die Markierung ist jeweils nicht-radioaktiv. Vielmehr werden 
andere ubliche Marker verwendet. Geeignet sind insbesondere 
Fluoreszenzf arbstof f e, wie z.B. Fluoresceinisothiocyanat , 
und Enzyme, wie alkalische Phosphatase Oder Peroxidase. Als 
Verstarkersystem kann ein Biotin/Streptavidinkomplex einge- 
setzt werden. Die Marker sind allgemein erhaltlich. Die Kon- 
jugierung mit den Antikorpern (b) oder (c) erfolgt nach den 
Vorschriften des Herstellers. Auch sind bereits markierte 
Antikorper (b) und (c) allgemein erhaltlich. 

Die Wahl der geeigneten Antikorper (b), ob markiert oder 
unmarkiert, hangt davon ab, von welchem Tier bzw. welcher 
Tierart die verwendete Korperf liissigkeit stammt. Handelt es 
sich beispielsweise urn eine Fiiissigkeit aus einem Menschen, 
so werden als Antikorper (b) solche verwendet, die gegen 
humanes Immunglobulin gerichtet sind. In entsprechender 
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Weise werden, sofern zusatzlich noch Antikorper (c) ein- 
gesetzt werden, diese beziiglich des Tiers oder der Tierart 
ausgewahlt, aus der die Antikorper (b) stammen. Die Wahl ge- 
eigneter Antikorper ist dem Fachmann bekannt und kann ohne " 
weiteres durchgefuhrt werden. 

Die Umsetzung von gebundenen Antikorpern (a) mit markierten 
Antikorpern (b) bzw. rait unmarkierten Antikorpern (b) und 
dann mit markierten Antikorpern (c) kann in ublicher Weise 
erfolgen. Vorliegend findet die Umsetzung mit den Antikor- 
pern (b) in beiden Alternativen innerhalb von 1 h bei 37°C 
statt. Nach mehreren Waschvorgangen wird in der ersten Alter 
native eine dem Marker entsprechende Substratlosung zur Ent- 
wicklung der Nachwei s reakt ion zugegeben. Dies erfolgt gemaB 
der Anleitung des Herstellers. In der zweiten Alternative 
werden nach den Waschvorgangen die Antikorper (c) zugegeben. 
Deren Umsetzung und die Entwicklung der Nachweisreakt ion 
erfolgen in entsprechender Weise. 



Das erf indungsgemafie Verfahren weist eine hohe Sensitivitat 
auf • Diese ist besonders hoch, wenn auch die Antikorper (c) 
eingesetzt werden. Dariiberhinaus ist das vorliegende Verfah- 
ren rasch in jedem Labor durchf uhrbar . Besondere Sicherheits 
vorkehrungen sind hierfur nicht zu treffen. Das erfindungsge 
maBe Verfahren eignet sich daher besonders zur Durchfuhrung 
groBerer Reihenuntersuchungen. 

Erf indungsgemaG wird auch ein Kit bereitgestellt , der zur 
Durchfuhrung vorstehender Verfahren geeignet ist. Dieser Kit 
enthalt 



V 



- Tragermaterial-gebundenes p53 und/oder Tr.agermate- 
rial-gebundene p53-AKBR-Fr agmente und markierte 
Antikorper (b) sowie ubliche Waschpuffer und ein der 
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Markierung entsprechendes Substrat 
oder 

- Tragermaterial-gebundenen p53, und/oder Tragermate- 
rial-gebundene p53-AKBR-Fragmente unraarkierte Anti- 
korper (b) und markierte Antikorper (c) sowie ubliche 
Waschpuffer und ein der Markierung entsprechendes 
Substrat* 

Die Markierung ist jeweils nicht-radioaktiv • Fur sie wie 
auch die anderen Komponenten des Kits gelten die vorstehend 
flir das erf indungsgemaBe Verfahren gemachten Ausf iihrungen. 

Kurze Erlauterung der Seiten 17-25: 

Die Seiten 17-19 zeigen die Aminosauresequenzen von 
bevorzugten p53-AKBR-Fragmenten, 

Die Seiten 20-25 zeigen die DNA-Sequenzen der in den Seiten 
17-19 aufgefiihrten p53-AKBR-Fragmenten . 

Die vorliegende Erfindung wird durch die Beispiele erlautert* 

Beispiel 1: Expression von o53 und His-p53-Fusionsprotein 
A) Expression von p53 

Aus der Zellinie HepG2 (vgl. vorstehend) wurde eine p53 cDNA 
mit einem "hexamer random primer^ revers transkribiert und 
mittels der Oligoprimer H Fo" und "K^" in einem gangigen 
PCR-Verf ahren amplifiziert (Sequenz "Fo M : GCA TGG ATC CGA 
ATT CTG CCT TCC GGG TCA CTG C; M R 11 W : GOT ACC.CGG G<SA TCC 
TGG GTG CTT CTG ACG) . Die ampl if izierte Sequenz wurde mit 
publizierten Daten (EMBL-Genbank) verglichen und iiber 
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Restriktionsenzymstellen am Startcodon von p53 (Ncol) und im 
Primer R^ (BamHI) unter Erhalt des gesamten codierenden 
Bereichs in dem Vektor pet3d im Bakter ienstamm HMS 174 klo- 
niert. Zur Expression von p53 wurde der erhaltene Vektor pet 
92/2 in den Bakterienstamm BL21 (vgl. vorstehend) transfor- 
miert. Nach Kultivierung der Bakterien bei 37°C bis zu einer 
optischen Dichte von 0,6 (600 run) in 100 / ug/ml Ampicillin 
und SO^ug/ml Chloramphenicol enthaltendem LB-Medium wurde 
eine 3-stiindige Induktion von p53 bei 30°C mit 2mM IPTG 
durchgef iihrt • 

(B) Expression von His-p53-Fusionsprotein 

Aus der Zellinie HepG2 (vgl. vorstehend) wurde eine p53 cDNA 
revers transkribiert und mittels der Oligoprimer "Fp53-B" 
und "His-Rp53" durch PGR amplif iziert . (Sequenz "Fp53 M : CGC 
GGA TCC ATG GAG GAG CCG CAG TCA G; H His-Rp53 M : CGC GGA TCC 
TCA ATG GTG ATG GTG ATG GTG GTC TGA GTC AGG CCC TTC TG) . Die 
amplif izierte Sequenz wurde iiber BamHl-Schnittstellen in 
beiden PCR-primern in dem bekannten, mit BamHI geoffneten 
Expressionsvektor pQE-8 kloniert. Die Expression dieses an 
beiden Enden mit je 6 Histidinen verkniipften p53-Proteins 
erfolgte im Bakterienstamm E.coli SG13009 (vgl. Gottesmann, 
S. et al., J. Bacteriol. 148, (1981) 265-273). Nach 
Kultivierung der Bakterien bei 37°C bis zu einer optischen 
Dichte von 0,6 in LB-Medium mit 100 ^g/ml Ampicillin und 
25 ^g/ml Kanamycin wurde eine 6-stundige Induktion von 
His-p53-Fusionsprotein bei 37°C mit 1 mM IPTG durchgef iihrt . 
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Beispiel 2: Isolierung und Reinioung von p53 und 
His*p53-Fusionsprotein 

(A) Isolierung und Reiniguna von p53 

400 ml Bakterienkultur von Beispiel 1, (A) wurden nach der 
p53-Induktion durch 10-miniitige Zentrif ugation bei 500 g 
sedimentiert , in 50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl ge- 
waschen und erneut zentrif ugiert . Nach Einfrieren und Auf- 
tauen wurde das Sediment in 1,6 ml eines Lyse-Puffers resus- 
pendiert (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 % Saccharose). Nachein- 
ander wurden hierzu Lysozym (Endkonz. 2mg/ml) und 0,5 M EDTA 
(Endkonz* 50 mM) zugegeben. Nach 20-minutiger Inkubation auf 
Eis wurden MgCl 2 (Endkonz. 80 mM) und DNAse I (250 / ug) 
zugegeben, gefolgt von einer 10-miniit igen Inkubation bei 
Raumtemperatur ( End vo lumen 6,5 ml). Hierzu wurden lO^ul 
0,1M PMSF gegeben und das Gemisch wurde 15 Minuten bei 
10000 g, 4°C zentrif ugiert . Dieser Zentrif ugationsschritt 
wurde dreimal wiederholt, und zwar jeweils nach Resuspen- 
dieren des Sediments und 10-miniitiger Inkubation in 1M, 3M 
bzw. 7M Harnstoff mit PMSF (0,1 M, 10^1). Der Uberstand 
des letzten Zentrif ugationsschritts wurde wie folgt weiter 
auf gereinigt : Nach Gelelekt rophorese in einem 10 % Polyacryl- 
amidgel, Ausschneiden der gewiinschten Proteinbande und Elek- 
troelution iiber Nacht bei 4°C in 25 mM Tris-HCl, 0,2M Gly- 
cin, 0,5 % SDS, pH 8,8 in einer allgemein erhaltlichen Bio- 
trap-Elutionskammer wurde p53 in reiner Form erhalten. 
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(B) Isolieruno und Reiniauna von His-p53-Fusionsprotein 

250 ml Bakterienkultur von Beispiel 1, (B) wurden nach der - 
Induktion des His-p53-Fusionsproteins sedimentiert und ein- 
mal in 40ml PBS gewaschen. Je lg Bakterienpellet wurde in 
3 ml Losung A fiir 1 min beschallt und anschlieBend bei RT 
8-12h bei mittlerer Geschwindigkeit auf einem Magnetriihrer 
geruhrt. Die erhaltene Suspension wurde erneut bei RT fiir 30 
min bei 15000 rpm sedimentiert. 2-6 ml des dabei erhaltenen 
Uberstands wurden auf eine allgemein bekannte Nickel-Chelat- 
Chromatographiesaule (Ni-NTA-Resin) gegeben. Das Saulenmate- 
rial war zuvor mit 3 Saulenvolumina Losung A (vgl. nachste- 
hend) gewaschen worden. Die Saule wurde nach Auf laden des 
Bakterienext rakts nacheinander mit Losung A bis F gewaschen 
und zwar mit 2-3 Saulenvolumina der entsprechenden Losung, 
solange bis kein Protein mehr eluiert werden konnte. Der 
Proteihgehalt der auf gef angenen Fraktionen wurde durch 
Extinktionsmessung bei 280 nm photometr isch bestimmt, wobei 
1 O.D. ca. 1 mg Protein/ml entsprach. Das His-p53-Fusions- 
protein war in den Fraktionen nach Elution mit Losung D Oder 
E enthalten, wobei in der Regel nur ein sehr geringer Anteil 
bakterieller Proteine enthalten war. Um diesen Anteil zu 
entfernen, wurde ggfs. das eluierte Protein nochmals an die 
Ni-NTA-Resin Saule gebunden, indem der pH-Wert der ver- 
einigten Fraktionen mit der Hauptmenge des zu reinigenden 
Proteins auf pH 8,0 eingestellt wurde und diese dann noch- 
mals auf die Saule gegeben wurden. Die anschlieBende Elution 
erfolgte mit Losung A bis F wie vorstehend beschrieben. Die 
Reinheit und Qualitat des eluierten His-p53-Fusionsproteins 
wurde durch SDS-PAGE gepriift. 
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Zusammensetzung der verwendeten Losungen: 

Losung A: 6M Guanidinium Hydrochloride 0,1M NaH 2 PC> 4 , 

lOmM B-Mercaptoethanol, 0,01M TrisHCl, pH 8,0 
Losung B: 8M Harnstoff, 0,1M NaH 2 P0 4 , 0,01M TrisHCl, 

pH 8,0 

Losung C: 8M Harnstoff, 0,1M NaH 2 P0 4 , 0,01M TrisHCl, 
pH 6,3 

Losung D: 8M Harnstoff, 0,1M NaH 2 P0 4 , 0,01M TrisHCl, 
pH 5,9 

Losung E: 8M Harnstoff, 0,1M NaH 2 P0 4 , 0,01M TrisHCl, 
pH 4,5 

Losung F: 6M Guanidinium Hydrochlorid, 0,2M Essigsaure 

Vorstehendes Verfahren von (B) zeichnet sich durch eine 
extrem schnelle und effiziente Aufreinigung des expr imierten 
Proteins aus * 

Beispiel 3: Herstelluno von P53-AKBR- und His-o53- 
AKBR-Fracrmenten 

(A) Herstelluno eines p53-AKBR-Fraaments 

Von der aus der Zellinie Hep G2 (vgl. vorstehend) erhaltenen 
cDNA wurden zwei sich iiber lappende DNA-Sequenzen mittels der 
Oligoprimer-Paare w Fp 53-B-/"Rp 53-55- und "Fp 53-30-/ 
-Rp 53-70- in einem gangigen PCR -Verfahren amplif iziert . Die 
eine DNA-Sequenz codierte fiir ein p53-Fragroent der Aminosau- 
ren 1-55, wahrend die andere fiir ein p53-Fragment der Amino- 
sauren 30-70 codierte. Die Sequenzen der verwendeten Oligo- 
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primer war en wie folgt: "Fp 53-B" 
CGCGGATCCATGGAGGAGCCGCAGTCAG, "Rp 53-55" 
CGCGGATCCTCAAGTGAACCATTGTTCAATATCGTCCG , " Fp 53-30" 
CGCGGATCCAACGTTCTGTCCCCCTTGCCG , "Rp 53-70" 
CGCGGATCCTCAAGCAGCCTCTGGCATTCTGGG. 

Die amplizierten Sequenzen wurden mit publizierten Daten 
(EMBL-Genbank) verglichen und iiber die Restriktionsenzym- 
stelle BamHI in den Vektor pet 3 d (vgl. vorstehend) klo- 
niert. Die Expression der Sequenzen erfolgte nach Transforma- 
tion und IPTG-Induktion im Bakterienstamm BL21 (vgl. vorste- 
hend) . Die exprimierten Sequenzen (p53-Fragmente) wurden, 
wie in Beispiel 2 (A) fur P53 beschrieben, isoliert und 
einer Polyacrylamid-Gelektrophorese unterzogen. Dieser fol- 
gte eine iibliche Westernblot-Analyse, worin ein allgemein 
erhaltlicher p53-spezif ischer Antikorper zur Bindung an die 
p53-Fragmente verwendet wurde. Dieser Antikorper zeigte eine 
Bindung an beide sich iiber lappende p53-Fragmente. Der 
Uberlappende Bereich, d.h. die Aminosauren 30-55, wurde als 
Bindungs region des Antikorpers angesehen. Diese Bindungsre- 
gion wurde in vorstehender Weise weiter eingegegrenzt , indem 
zwei synthetische sich uberlappende p53-Peptide verwendet 
wurden. Damit konnte die Bindungs region des p53-spezif ischen 
Antikorpers auf das p53-AKBR-Fragment der Aminosauren 37-52 
eingegrenzt werden. 

(B) Herstelluno eines His-p5 3-AKBR-FraamentS 

Von der aus der Zellinie Hep G2 (vgl. vorstehend) erhaltenen 
cDNA wurden zwei sich uberlappende DNA-Sequenzen mittels der 
Oligoprimer-Paare "Fp 53-B"/"Rp 53-55-His" und "Fp 53-30"/ 
"Rp 53-70-His" in einem gangigen PCR-Verf ahren amplif iziert . 
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Die eine DNA-Sequenz codierte fiir ein p53-Fragment der 
Aminosauren 1-55, wahrend die andere fiir ein p53-Fragment 
der Aminosauren 30-70 (vgl. vorstehend (A)) codierte. Die 
Seguenzen der verwendeten Oligoprimer waren wie folgt: M Fp _ 
53-B" (vgl. vorstehend (A)), " Rp 53-55-His" 

CGCGGATCCTCAATGGTGATGGTGATGGTGAGTGAACCATTGTTCAATATCGTCCG , 
"Fp 53-30** (vgl. vorstehend (A) ) , "Rp 53-70-His M 
CGCGGATCCTCAATGGTGATGGTGATGGTGAGCAGCCTCTGGCATTCTGGG . Die 
amplizierten Sequenzen wurden mit publizierten Daten (EMBL- 
Genbank) verglichen und iiber die Restriktionsenzymstelle 
BamHI in den Vektor pQE-8 (vgl. vorstehend) kloniert. Die 
Expression der Sequenzen erfolgte nach Transformation und 
IPTG-Induktion im Bakter ienstamm E.coli SG 13009 (vgl. vor- 
stehend) . Die exprimierten Sequenzen (His-p53-Fragmente) 
wurden, wie in Beispiel 2 (B) fiir His-p53-Fusionsprotein 
beschrieben, isoliert und einer Polyacrylamid-Gelektrophore- 
se unterzogen. Dieser folgte eine iibliche Westernblot-Analy- 
se, worin ein allgemein erhaltlicher p53-spezif ischer Anti- 
kdrper zur Bindung an die His-p53-Fragmente verwendet wurde. 
Dieser Antikorper zeigte eine Bindung an beide sich uberlap- 
pende p53-Fragmente . Wie vorstehend in (A) wurde der uberlap- 
pende Bereich, d.h. die Aminosauren 30-55, als Bindungsre- 
gion des Antikbrpers angesehen. Diese wurde wie vorstehend 
in (A) auf die Aminosauren 37-52 eingegrenzt. 

Beispiel 4: Nachweis von spezifischen p53-Ant ikoroern im 
Serum von Patienten durch p53 

Zur Durchf iihrung eines EL ISA wurde p53 aus Beispiel 2, (A) 
in 0,1 M Carbonatpuf f er (Natr iumcarbonat/Nat riumhydrogen- 
carbonat, pH 9,6) auf genommer. . Zur Beschichtung einer 96 
Loch-Mikroti terplatte wurden nebeneinander je lOO^ul 
Carbonatpuf fer mit 0,2 ng , 0,15 ng , 0,1 ng, 0,05 ng , 0,01 ng 
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und 0,005 ng p53 sowie einmal eine 1 % BSA-Losung als Leer- 
kontrolle einpipettiert . Nach Inkubation iiber Nacht bei 4°C 
wurden zehn kurze Waschschritte mit PBS durchgef iihrt . Ein zu 
testendes Serum eines Patienten mit einem Leberzell-Karzinora 
wurde in Verdunnungen von 1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000 
(Verdtinnung in 500 mg BGG/1, 100 mg BSA/1, 0,05 % Tween-20) 
in jede der verschiedenen p53-Konzentrationen und der BSA- 
Kontrolle gegeben und 1 Stunde bei 37°C inkubiert ("Schach- 
brettitration" ) . Danach folgten fiinf Waschschritte mit 
0,05 % Tween-20 enthaltendem PBS. Ein allgemein erhaltlicher 
Peroxidase-gekoppelter Ziege Anti-Human Antikorper wurde 
nach den Angaben des Herstellers verdiinnt (100 mg/1 BGG, 
500 mg/1 BSA, 0,05 % Tween-20). Es folgten drei Waschschrit- 
te mit PBS. Die Peroxidase-Nachweisreaktion wurde mit OPD- 
Entwicklungslosung durchgef iihrt . Dazu wurde eine 0,1 M 
Na 2 HP0 4 -Losung mit 0,1 M KH 2 P0 4 auf pH 6,0 ein- 
gestellt. In 20 ml dieses Puffers wurden 30 mg O-Phenylen- 
diamin Dihydrochlorid (OPD) gelost und kurz vor Verwendung 
35 7 ul 35 % H 2 0 2 zugegeben. Pro Loch wurden 150^1 
Entwicklerlosung zugegeben. Nach 5-miniitiger Inkubation wur- 
de die Reaktion mit 75/Ul 4M H 2 S0 4 gestoppt und die 
Farbintensitat photometrisch bei 492 nra bestimmt. Absorp- 
tionswerte des mehr als doppelten der BSA-Kontrolle wurden 
als positive Reaktion gewertet. 

Die Tabelle zeigt die Daten eines entsprechend durch- 
gefiihrten ELISA im Vergleich zur Bestimmung spezifischer 
Antikorper mittels Immunoblot. Die nahezu vollstandige 
tibereinstimmung beider Verfahren weist den Anti-p53 ELISA 
als geeignetes Verfahren zur Reihentestung klinischen 
Materials aus. Ferner zeigt der ELISA eine groBere Sensi- 
tivitat als der Immunoblot, wodurch die Eignung des ELISA 
als Erstuntersuchungsverf ahren unterstrichen wird. 
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Tabelle: Nachweis von spezifischen p53-Antikorpern in Seren 
von Patienten mit hepa tozellularem Karzinom durch 
Immunoblot und EL ISA mit p53 



Serum-Code: 5 


9 10 


11 13 


14 15 


18 


28 29 


38 


Immunoblot: - 


+ - 




- + 


+ 


- + 




ELISA: +- 


+ +- 


- +- 


+ - 


+ 


- + 


+ 



Legende: Immunoblot: 

+: sichtbare Bande auf der Hohe eines Proteins mit 53 kD 
Molekulargewicht bei einer Serumverdiinnung von 1:15, 
Inkubation mit alkalischer Phosphatase-gekoppeltem 
human-spezif ischen Ziegen-Antikorper (1:5000) und 
alkalischer Phosphatase-Nachweisreaktion. 

-: kein sichtbares Signal 
ELISA: 

Absorptionswert unterhalb des 2-fachen des BSA-Kontroll- 
werts 

+-: Absorptionswert um das 2-fache des BSA-Kontrollwerts 
+ : Absorptionswert des wenigstens 2-fachen des BSA- 
Kontrollwerts in alien Verdiinnungen 
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Aminosauresequenzen von p53-AKBRr-Fra cnnenten 



Die Arainosauren sind in dera viblichen, aus der Litera- 



tur 


bekannten "One-Letter- 


-Code" 


angegeben : 


A 


Alanin 


L 


Leucin 


R 


Arginin 


K 


Lysin 


N 


Asparagin 


M 


Methionin 


D 


Asparaginsaure 


F 


Phenylalanin 


C 


Cystein 


P 


Prolin 


E 


Glutaminsaure 


S 


Serin 


Q 


Glutamin 


T 


Threonin 


G 


Glycin 


W 


Tryptophan 


H 


Histidin 


Y 


Tyros in 


I 


Isoleucin 


V 


valin 



Fragment 1 : Aminosauresequenzen 1-241 

1 KEXPQSDPSV SFPLSQETTS DLWKLLPENN VLSPLPSQAM DDIMLSPDDI 

51 EQWPTEDPGP DEAPRMPEAA PPVAPAPAAP TPAAPAPAPS WPLS SS VP 8Q 

101 KTYQGSYGFR LG5XHSGTAX SVTCTYSPAL HJWFCQIAKT CPVQLWVDST 

151 PPPGTRVRAM AIYKQSQHMT EWRRCPHHE RCSD30GLAP PQHLIRVEGN 



201 


LRV&YXiDDRN 


TFRHSVWPY EPPEVGSOCT TIHYNYHCNS S 


Fracrment 2: Aminosauresequenzen 40-349 


1 


MDOLKLSPOO 


IEQWFTEDPG PDEAPRKPEA APPVAPAPAA PTPAAPAPAP 


51 


SWPLS8SVPS 


QKTYQGSYGF RLGFLHSGTA KSVTCTYSPA IMKMFCQLAK 


101 


TCPVQLWVDS 


TPP PGTRVRA MAIYKQSQHM TEWRRCPHH ERCSDSDGIA 


151 


PPQHLIRVEG 


NliRVEYLDDR NTFRHSWVP YEPPEVGSDC TTIHYNYMCN 


201 


SSCMGGMNRR 


PILTI1TLED SSGNIiLGRNS FEVRVCACFG RDRRTEEENL 


251 


RKKGSPHKEL 


PPGSTKRALP NNTSSSPQPK KKPLOGEYTT LQIRGRERTE 


301 


MFRELNEALE 





WO 94/08241 , n PCT/EP93/02666 

-18- 



Fragment ^^ pipinosauresequen^en 40-393 

1 MDDLMLSPDD IEQWFTEDPG PDEAPRMPEA APFVAPAPAA PTPAAPAPAP 

SI SWPL8SSVPS QKTYQGSYGF RLGFUiSGTA KSVTCTYSPA LNKMFCQLAK 

101 TCPVQI.WVDS TPPPGTRVRA KAIYKQSQHM TEWRRCPHH ERCSDSDGLA 

151 PPQRLIRVKG NIiRVEYLDDR NTFRHSWVP YEPPEVGSDC TTXHYNYMCN 

201 SSCMGGMNRR PZLTIITLED SSGNIXGRNS FEVRVCACPG RDRRTEEEKL 

251 RKKGEPHKEL PPGSTKRALP NNTSSSPQPK KKPX.DGEYFT LQIRGRERTE 

301 KFW2LNEALE LKDAQAGKEP GGSRAHSSHL KSKKGQSTSR HKKLHFKTEG 

3S1 PDSD 



Fragment 4: Aminosaureseguenzen 66-241 

1 MPEAAPPVAP APAAPTPAAP APAPSWPLSS SVPSQKTYQG SYGFRI^FM 

SI SGTAKSVTCT YSPALNKKFC QIAKXCPVQL WVDSTPFPGT RVRAMAXYKQ 

101 SQHHTEWRR CPHHERCSDS DGIAPPQHLI RVEGNIiRVEY LDDRNTFRHS 

1S1 VWPYEPPEV GSDCTTIHYN YKCNSS 



Fragment 5: Arainosa ureseguenzen 66-393 

1 MPEAAPPVAP APAAPTPAAP APAP8WPLSS SVPSQRTYQG SYGFRLGFLH 

51 SGTAKSVTCT YSPALNKMFC QLAKTCPVQL WVD5TPPPGT RVRAMAXYKQ 

101 SQHKTEWRR CPHHERCSDS DGLAPPQHXiX RVEGNLRVEY &DDRNTFRHS 

151 VWPYEPPEV GSDCTTIHYN YMCNSSCMGG MNRRPILTII TLEDSSGNLL 

201 GRNSFEVRVC ACPGRDRRTE EENLRKKGEP HHELPPGSTK RAXPNNTSSS 

251 PQPKKKPLDG EYFTLQIRGR ERFEMFRELN EAI-ELKDAQA GKEPGGSRAH 

Z01 SSHLKSKKGQ STSRHKKLMF KTEGPDSD 
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Fragment 6 




inosauresequenzen 237-349 



1 MCNSSCKGGM NKRPILTIIT LEDSSGNLLG RNSFEVRVCA CPGRDRRTEE 
£1 ENLRKKGEPH HELPPGSTKR ALPNNTSSSP QPKKKPLDGE TFTLQIRGRE 

101 RFEMFMXNE ALE 

Fragment 7: Aminosauresequenzen 237-393 

2 MCNSSCMGGM NRRPILTIIT LEDSSGNLLG RNSFEVRVCA CPGRDRRTEE 
51 ENLRKKGEPH HELPPGSTKR ALPNNTSSSP QPKKKPLDGE YETLQXRGRE 

101 RFEKFRELNE ALELKDAQAG KEPGG5FAHS SHLKSKKGQS TSRHKKLMFK 

151 TTCPDSD 

Fragment 8: Aminosauresequenzen 9-3 3 

SVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLS 

Fragment 9 : Aminosau resequenzen 37-52 
SQAMDDLMLSPDDIEQ 

Fragment 10: Aminosauresequenzen 368-386 

HLKSKKGQSTSRMKKLMFK 
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^DNA-Sequenzen von P53 -AKBR-Fl^nnenten 
Fragment 1: DNA-Seguenzen 1-723 (=Aminosaureseguenzen 1-241) 



1 


ATGGAGGAGC 


CGCAGTCAGA 


TCCTAGCGTC 


GAGCCCCCTC 


TGAGTCAGGA 


51 


AACATTTTCA 


GACCTATGGA 


AACTACTTCC 


TGAAAACAAC 


GTTCTGTCCC 


101 


CCTTGCCGTC 


CCAAGCAATG 


GATGATTTGA 


TGCTGTCCCC 


GGACGATATT 


151 


GAACAATGGT 


TCACTGAAGA 


CCCAGGTCCA 


GATGAAGCTC 


CCAGAATGCC 


201 


AGAGGCTGCT 


CCCCCCGTGG 


CCCCTGCACC 


AGCAGCTCCT 


ACACCGGCGG 


251 


CCCCTGCACC 


AGCCCCCTCC 


TGGCCCCTGT 


CATCTTCTGT 


CCCTTCCCAG 


301 


AAAACCTACC 


AGGGCAGCTA 


CGGTTTCCGT 


CTGGGCTTCT 


TGCATTCTGG 


351 


GACAGCCAAG 


TCTGTGACTT 


GCACGTACTC 


CCCTGCCCTC 


AACAAGATGT 


401 


TTTGCCAACT 


GGCCAAGACC 


TGCCCTGTGC 


AGCTGTGGGT 


TGATTCCACA 


451 


CCCCCGCCCG 


GCACCCGCGT 


CCGCGCCATG 


GCCATCTACA 


AGCAGTCACA 


501 


GCACATGACG 


GAGGTTGTGA 


GGCGCTGCCC 


CCACCATGAG 


CGCTGCTCAG 


551 


ATAGCGATGG 


TCTGGCCCCT 


CCTCAGCATC 


TTATCCGAGT 


GGAAGGAAAT 


€01 


TTGCGTGTGG 


AGTATTTGGA 


TGACAGAAAC 


ACTTTTCGAC 


ATAGTGTGGT 


651 


GGTGCCCTAT 


GAGCCGCCTG 


AGGTTGGCTC 


TGACTGTACC 


ACCATCCACT 


701 


ACAACTACAT 


GTGTAACAGT 


TCC 
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Fragment 2: DNA-Sequenzen 1-930 ( =Aminosauresequenzen 
40-349) 



1 


ATGGATGATT TGATGCTGTC 


CCCGGACGAT 


ATTGAACAAT GGTTCACTGA 


51 


AGACCCAGGT CCAGATGAAG 


CTCCCAGAAT 


GCCAGAGGCT GCTCCCGCCG 


101 


TGGCCCCTGC ACCAGCAGCT 


CCTACACCGG 


CGGCCCCTGC ACCAGCCCCC 


151 


TCCTGGCCCC TGTCATCTTC 


TGTCCCTTCC 


CAGAAAACCT ACCAGGGCAG 


201 


CTAC GGTTTC CGTCTGGGCT 


TCTTGCATTC 


TGGGACAGCC AAGTCTGTGA 


251 


CTTGCACGTA CTCCCCTGCC 


CTCAACAAGA TGTTTTGCCA ACTGGCCAAG 


301 


ACCTGCCCTG TGCAGCTGTG 


GGTTGATTCC 


ACACCCCCGC CCGGCACCCG 


251 


CGTCCGCGCC ATGGCCATCT 


ACAAGCAGTC 


ACAGCACATG ACGGAGGTTG 


401 


TGAGGCGCTG CCCCCACCAT 


GAGCGCTGCT 


CAGATAGCGA TGGTCTGGCC 


451 


CCTCCTCAGC ATCTTATCCG 


AGTGGAAGGA 


AATTTGCGTG TGGAGTATTT 


501 


GGATGACAGA AACACTTTTC 


GACATACTGT 


GGTGGTCCCC TATGAGCCGC 


551 


CTGAGGTTGG CTCTGACTGT 


ACCACCATCC 


ACTACAACTA GATGTGTAAC 


€01 


AGTTCCTGCA TGGGCGGCAT GAAGCGGAGG CCCATCCTCA CCATCATCAC 


651 


ACTGGAAGAC TCCAGTGGTA ATCTACTGGG 


ACGGAAGAGC TTTGAGGTGC 


701 


ATGTXTGTGC CTGTCCTGGG 


AGAGACCGGC 


GCACAGAGGA AGAGAATCTC 


751 


CGCAAGAAAG GGGAGCCTCA 


CCACGAGCTG 


CCCCCAGGGA GCACEAAGCG 


801 


AGCACTGCCC AACAACACCA GCTCCTCTCC 


CGAGCGAAAG AAGAAACCAC 


851 


TGGATGGAGA ATATTTCACC 


CTTCAGATCC 


GTGGGCGTGA GCGCTTCGAG 


901 


ATGTTCCGAG AGCTGAATGA 


GGCCTTGGAA 
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Fragment 



1 


ATGGATGATT 


TGATGCTGTC 


CCCGGACGAT 


ATTGAACAAT 


GGTTCACTGA 


51 


AGACCCAGGT 


CCAGATGAAG 


CTCCCAGAAT 


GCCAGAGGCT 


GCTCCCCCCG 


101 


TGGCCCCTGC 


ACCAGGAGCT 


CCTACACCGG 


CGGCCCCTGC 


ACCAGCCCCC 


151 


TCCTGGCCCC 


TGTCATCTTC 


TGTCCCTTCC 


CAGAAAACCT 


ACCAGGGCAG 


201 


CTJLCGGTTTC 


CGTCTGGGCT 


TCTTGCATTC 


TGGGACAGCC 


AAGTCTGTGA 


251 


CTTGCACGTA 


CTCCCCTGCC 


CTCAACAAGA 


TGTTTTGCCA 


ACTGGCCAAG 


301 


ACCTGCCCTG 


TGCAGCTGTG 


GGTTGATTCC 


AGACCCCCGC 


CCGGCACCCG 


351 


CGTCCGCGCC 


ATGGCCATCT 


ACAAGCAGTC 


ACAGCACATG 


ACGGAGGTTG 


401 


TGAGGCGCTG 


CCCCCACCAT 


GAGCGCTGCT 


CAGATAGCGA 


TGGTCTGGCC 


451 


CCTCCTCAGC 


ATCTTATCCG 


AGTG6AA6GA 


AATTTGCGTG 


TGGAGTATTT 


501 


GGATGACAGA 


AACACTTTTC 


GACATACTGT 


GGTGGTGCCC 


TATGAGCCGC 


551 


CTGAGGTTGG 


CTCTGACTGT 


ACCACCAXCC 


ACTACAACTA 


CATGTGTAAC 


£01 


AGTTCCTGCA 


TGGGCGGCAT 


GAACCGGAGG 


CCCATCCTCA 


CCAXCATGAC 


651 


ACTGGAAGAC 


TCCAGTGGTA 


ATCTACTCGG 


ACGGAACAGC 


TTTGAGGTGC 


701 


ATGTTTGTGC 


CTGTCCTGGG 


AGAGACCGGC 


GCACAGAGGA 


AGAGAATCTC 


751 


CGCAAGAAAG 


GGGAGCCTCA 


CCACGAGCTG 


CCCCCAGGGA 


GCACTAAGCG 


SOI 


AGCACTGCCC 


AACAACACCA 


GCTCCTCTCC 


CGAGGCAAAG 


AAGAAACCAC 


asi 


TGGATGGAGA 


ATATTTC AC C 


CTTCAGATCC 


GTGGGCGTCA 




901 


ATGTTCCGAG 


AGCTGAATGA 


GGCCTTGGAA 


CTCAAGGATG 


CCCAGGCTGG 


951 


GAAGGAGCCA 


GGGGGGAGCA 


GGGCTCACTC 


CAGCCACCTG 


AAGTCCAAAA 


1001 


AGGGTCAGTC 


TACCTCCCGC 


CATAAAAAAC 


TCATGTTCAA 


GACAGAAGGG 


1051 


CCTGACTCAG 


AC 
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DNA-Sequenzen 1-1062 (=Ami ^fcpu resequenzer, 

40-393; 
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Fragment 4 : DNA-Sequenzen 1-528 ( Aminosauresequenzen 
66-241) 



51 


QGCGGCCCCT 


GCACCA6CCC 


CCTCCTGGCC 


CCTGTCATCT 


TCTGTCCCTT 


1 01 

^ V A. 


W W UAVjHrtfUiL 


CTACCAGGGC 


AGCTACGGTT 


A WW%9* W tWilW 


W ^ A W * A N*W«V«fc 


1 51 

A W X 




CCAAGTCTGT 


GACTTGCACG 




CCCTCAACAA 

w W W A w***»w*w* 


201 


GATGTTTTGC 


CAACTGGCCA AGACCTGCCC 


TGTGCAGCTG 


TGGGTTGATT 


251 


CCACACCCCC 


GCCCGGCACC 


CGCGTCCGCG 


CCATGGCCAT 


CTACAAGCAG 


301 


TCACAGCACA 


TGACGGAGGT 


TGTGAGGCGC 


TGCCCCCACC 


ATGAGCGCTG 


351 


CTCAGATAGC 


GATGGTCTGG 


CCCCTCCTCA 


GCATCTTATC 


CGAGTGGAAG 


401 


GAAATTTGCG 


TGTGGAGTAT 


TTGGATGACA 


GAAACACTTT 


TCGACATAGT 


451 


GTGGTGGTGC 


CCTATGAGCC 


GCCTGAGGTT 


GGCTCTGACT 


GTACCACCAT 


5C1 


CCACTACAAC 


TACATGTGTA ACAGTTCC 







1 



ATGCCAGAGG 



CTGCTCCCCC CGTGGCCCCT GCACCAGCAG .CTCCTACACC 
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Fragment 5 : DNA-Sequenzen 1-984 (=Aminosauresequenzen 

66-393) 



1 


ATGCCAGAGG 


CTGCTCCCCC 


CGTGGCCCCT 


GCACCAGCAG CTCCTACACC 


SI 


GGCGGCCCCT 


GGACCAGCCC 


CCTCCTGGCC 


CCTGTCATCT TCTGTCCCTT 


101 


CCCAGAAAAC 


CTACCAGGGC 


AGCTACGGTT 


TCCGTCTGGG CTTCTTGCAT 


.151 


TCTGGGACAG 


CCAAGTCTGT 


GACTTGCACG 


TACTCCCCTG CCCTCAACAA 


201 


GATGTTTTGC 


CAACTGGCCA 


AGACCTGCCC 


TGTGCAGCTG TGGGTTGATT 


251 


CCACACCCCC 


GCCCGGCACC 


CGCGTCCGCG 


CCATGGCCAT CTACAAGCAG 


201 


TCACAGCACA 


TGACGGAGGT 


TGTGAGGCGC 


TGCCCCCACC ATGAGCGCTG 


3S1 


CTCAGATAGC 


GATGGTCTGG 


CCCCTCCTCA 


GCATCTTATC CGAGTGGAAG 


401 


GAAATTTGCG 


TGTGGAGTAT 


TTGGATGACA 


GAAACACTTT TCGACATAGT 


451 


GTCGTGGTGC 


CCTATGAGCC 


GCCTGAGGTT 


GGCTCTGACT GTACCACCAT 


501 


CCACTACAAC 


TACATGTGTA 


ACAGTTCCTG 


CAXGGGCGGC ATGAAGCGGA 


551 


CGCCCATCCT 


CACCATCATC 


ACACTGGAAG 


ACTCCAGTGG TAATCTACTG 


501 


GGACGGAACA 


GCTTTGAGGT 


GCATGTTTGT 


GCCTGTCCTG GGAGAGACCG 


651 


GCGCACAGAG 


GAAGAGAATC 


TCCGCAAGAA 


AGGGGAGCCT CACCACGAGC 


701 


TGCCCCCAGG 


GAGCACTAAG 


CGAGCACTGC 


CCAACAACAC CAGCTCCTCT 


751 


CCCCAGCCAA 


AGAAGAAACC 


ACTGGATGGA 


GAATATTTCA CCCTTCAGAT 


801 


CCCTGGGCGT 


GAGCGCTTCG 


AGATGTTCCG 


AGAGCTGAAT GAGGCCTTGG 


851 


AACTCAAGGA 


TGCCCAGGCT 


GGGAAGGAGC 


CAGGGGGGAG CAGGGCTCAC 


901 


TCCAGCCACC 


TGAAGTCCAA 


AAAGGGTCAG 


TCTACCTCCC GCCATAAAAA 


951 


ACTCATGTTC 


AAGACAGAAG 


GGCCTGACTC 


AGAC 



ERSATZBLATT 
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• # 

Fragment 61 DNA-Seguenzen 1-33 9 (-AminoSBureseguenzen 
237-349) 

1 ATGTGTAACA gttcctgcat gggcggcatg aaccggaggc ccatcctcac 

51 CATCATCACA CTGGAAGACT CCAGTGGTAA TCTACTGGGA CGGAACAGCT 

1C1 TTGAGGTGCA T GTT TCTCCC TGTCCTGGGA GAGACCGGCG CACAGAGGAA 

151 GAGAATCTCC GCAAGAAAGG GGAGCCTCAC CACGAGCTGC CCCCAGGGAG 

201 CACTAAGCGA GCACTGCCCA ACAACACCAG CTCCTCTCCC CAGCCAAAGA 

251 ASAAACCACT GGATQGAGAA TATTTCACCC TTCAGATCCG TGGGCGTGAG 

3 CI CGCTTCGAGA TGT7CCGAGA GCTGAATGAG GCCTTGGAA 

Fragment 7 : DNA-Seguenzen 1-471 (-Amlnosaureseguenzen 
237-393) 

1 ATGTGTAACA GTTCCTGCAT GGGCGGCATG AACCGGAGGC CCATCCTCAC 
SI CATCATCACA CTGGAAGACT CCAGTGGTAA TCTACTGGGA CGGAACAG CT 
101 TTGAGGTGCA TGTTTGTGCC TGTCCT G GGA GAGACCGGCG CACAG A G G AA 
151 GAGAATCTCC GCAAfiAAAGG GGAGCCTCAC CACGAGCTGC CCCCAGGGAG 
201 CACTAAGCGA GCACTGCCCA ACAACACCAG CTCCTCTCCC CAGCCAAAGA 
251 AGAAACCACT GGATGGAGAA TATTTCACCC TTCAGATCCG TGGGCGTGAG 
301 CGC TT C GAGA TGTTCCGAGA GCTGAATGAG CCCTTOGAA C TCAAGGATGC 
351 CCAGGCTGGG AAGOAGCCAG GGGGGAGCAG GGCTCACTCC AGCCACCTGA 
401 AGTCCAAAAA GGGTCAGTCT ACCTCCCGCC ATAAAAAACT CATGTTCAAG 
451 A C A G AAGGGC CTGACTCAGA C 
F ragmen t 8 : DNA-Seguenzen 1-75 <«Aminosaureseguenzen 9-33) 
1 TCCCAAGCAA TGGATGATTT GATGCTGTCC CCGGACGATA TTGAACAA 

Fragment 9: DNA-Seguenzen 1-48 (-Aminosauresequenzen 37-52 
1 AGCGTCGAGC CCCCTCTGAG TCAGGAAACA TTTTCAGACC TATGGAAACT 
SI ACTTCCTGAA AACAACGTTC TGTCC 

Fragment 10: DNA-Seguenzen 1-57 (=Aminosaureseguenzen 
368-386) 

1 CACCTGAAGT CCAAAAAGGG TCAGTCTACC TCCCGCCATA AAAAACTCAT 
5 1 GTTCAAG 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von p53-spezif ischen Antikdrpern 
in Korperf lussigkeiten, dadurch gekennzeichnet , daB man 
Tragermaterial-gebundenes p53 und/oder Tragermaterial- 
gebundene, Bindungsregionen fiir p53-spezif ische Antikor- . 
per aufweisende Fragmente davon mit Korperf lussigkeiten 
inkubiert und die spezif ischen, an das p53 und/oder die 
Fragmente gebundenen Antikorper (a) 

- mit markierten, gegen die Antikorper (a) gerichteten 
Antikorpern (b) , 

oder 

- mit unmarkierten Antikorpern (b) und letztere mit 
markierten, gegen die Antikorper (b) gerichteten 
Antikorpern (c) reagieren laflt, wobei die Markierung 
jeweils nicht-radioaktiv ist, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Korperf liissigkeiten Serum, Lymphe, Speichel und Urin 
sowie aus festen Geweben und Tumoren erhaltene 
Fliissigkeiten umfassen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafl das p53 durch Expression einer cDNA-Sequenz erhalten 
ist . 

A. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die p53-Fragmente die Aminosauren 1-241, 40-349, 
40-393, 66-241, 66-393, 237-349 und 237-393 sowie 9-33, 
37-52 und 368-386 von p53 umfassen. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Tragermaterial Mikrotiterplatten, 
Rbhrchen, Mikrokugeln und Objekttrage«r umfaBt. 
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6. Verf ahren' nach einem der Anspriiche 1 - 5, dadurch 
gekennzeichnet , da6 die Antikorper (b) in der ersten 
Alternative und die Antikorper (c) in der zweiten 
Alternative mit einem Enzym markiert sind. 

7. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Antikorper (b) in der ersten 
Alternative und die Antikorper (c) in der zweiten 
Alternative mit einem Fluoreszenzf arbstof f markiert sind. 

8. Kit, enthaltend 

- Tragermaterial-gebundenes p53 und/oder Trager- 
material-gebundene, Bindungsregionen fiir 
p53-spezif ische Antikorper aufweisende Fragmente davon 
und markierte Antikorper (b) nach Anspruch 1 sowie 
iibliche Waschpuffer und ggfs. ein der Markierung 
entsprechendes Subs t rat 

Oder 

- Tragermateria 1-gebundene p53 und/oder Trager- 
materia 1-gebundene , Bindungsregionen fiir 
p53-spezif ische Antikorper aufweisende Fragmente davon 
und unmarkierte Antikorper (b) und markierte Antikorper 
(c) nach Anspruch 1 sowie iibliche waschpuffer und ggf . 
ein der Markierung entsprechendes Substrat. 

9. p53-Fragment rait Bindungsregion fiir p53-spezif ischen 
Antikorper. 

10. p53-Fragment nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB es die Aminosauren 1-241, 40-349, 40-393, 66-241, 
66-393, 237-349 Oder 237-393 von p53 umfaBt. 



11. 



p53-Fragment nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB es die Aminosauren 9-33, 37-52 oder 368-386 von p53 
umfaBt . 
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12. DNA-Seguenz eines p53-Fragments nach Anspruch 9. 

13. DNA-Sequenz einen p53-Fragments nach Anspruch 10. 

14. DNA-Sequenz eines p53-Fragments nach Anspruch 11. 

15. Verfahren zur Herstellung eines p53-Fragments mit 
Bindungsregion fiir p53-spezif ischen Antikorper, bei dern 
man iiber die Gesamtlange von p53 verteilt Fragmente in 
iiblicher Weise konstruiert, wo bei jeweils mindestens 2 
Fragmente einen iiber lappenden Bereich aufweisen, die 
Fragmente mit einem p53-spezif ischen Antikdrper 
reagieren lafit und den iiber lappenden, durch den 
Antikorper gebundenen Bereich ident if iziert und als 
eingangs definiertes Fragment in iiblicher Weise 
bereitstellt sowie dieses ggf . als Basis fiir eine ein- 
oder mehrfache Wiederholung des Zyklus verwendet. 
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